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TNF一αにより惹起される気管支平滑筋過敏性における
　　　　　p42／44　MAPKおよびRhoAの関与
酒　井　寛　泰
星薬科大学　薬理学教室
Involvement　of　p42144　MAPK　and　RhoA　protein　in　the
augmentation　of　AC11・induced　bronchial　smooth　muscle
　　　　　contraction　induced　by　TNF・alpha　in　rats
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はじめに
　気管支喘息は近年重要な病気として社会的にも大きな
関心を呼んでいる。その理由として発症率の増加と患者
の苦痛がある。発症率の増加は先進国でその傾向は著明
であり、我が国においてもその発症率は昭和20年代に
は全人口の1％前後であるといわれていたものが、現在
では成人で3～4％、小児では4～7％といわれている1）。国
際的に見てもやはり増加傾向にあり、欧米諸国では10
年間で約50％の率で増加しているという。気管支喘息は
種々の因子により複合的に発症し、発症後は様々な原因・
誘因で発作を誘発することが知られている。発症後の発
作の誘因としては、主に感染、抗原の暴露や運動、季節
的要因などがあり、これらは気管支喘息の増悪因子とし
てとらえられている。抗原の暴露は特に小児においては
気管支喘息の90％以上にダニ抗原の関与が証明されて
いる凋。その他の非特異的刺激としては受動喫煙、揮
発性化学物質、車の排気ガス、ペットの毛や臭気、カビ、
食事、運動などが挙げられる。このように気管支喘息の
発症率増加の原因はいろいろと指摘されているが、文明
の発達と密接な関係があることは否めず、喘息という病
気が文明病のひとつといわれる所以である。また現在さ
まざまな治療法や治療薬が開発され、喘息の治療効果が
高まり、入院を要する重症例は確かに減少している。し
かし現在でも死亡例は年間約7000名で必ずしも減少し
ていない4）。そしてこのような治療薬の開発にともない
全般的には症状の改善は見られるものの、喘息の根治は
いまだ困難である。従って来たるべき次世代において、
ますます大きな問題になるであろうと予測される気管支
喘息に対し、これを糖尿病や高血圧と同じような慢性疾
患と考え、その病態生理学的機構のさらなる解明と根本
的な治療薬開発に真剣に取り組む必要がある。
　1995年のN肌BI／WHO（米国立心肺血液研究所／世
界保健機関）のワークショップレポートのによると、
「気管支喘息は、多くの細胞、とくに肥満細胞・好酸球・
Tリンパ球が関与する気道の慢性炎症性疾患である。ま
た、2002年のGINA（Global　Initiative　for　Asthma）5）
では「喘息は多くの細胞及び細胞性成分（element）が
関与している慢性の気道炎症性疾患である。その慢性の
炎症は気道の過敏性を増大させ、喘鳴、息切れ、胸苦し
さ、咳などの発作（episode）が特に夜間、早朝に繰り
返し起こる。これらの症状は、通常広範囲でしかも変化
しやすい気流制限を伴い、この気流制限はしばしば自然
にあるいは治療によって改善する可逆的なものである。」
と定義している。これらの定義をふまえ、気管支喘息の
病態の特徴は以下の4つにまとめることができる6）。1）
気管支喘息は過敏性を伴う気道の慢性炎症性疾患である。
2）種々の刺激に対して過敏に反応し、気管支平滑筋収
縮、気道粘膜の浮腫、粘膜分泌充進が生じ気流制限（気
道閉塞）が起こる。3）気道の炎症は好酸球、T細胞、
肥満細胞の浸潤を特徴とする。4）自然もしくは治療に
より可逆性を示す。
　種々の刺激に対する気道反応性の克進、つまり気道過
敏性（airway　hyperresponsiveness；AHR）とはさま
ざまな軽微な刺激（抗原、運動、寒冷など）に対して気
道平滑筋が過剰に収縮反応を生ずる状態であり、とくに
アレルギー性気管支喘息患者に共通の特徴であると考え
られている。また近年、気管支喘息は、持続性の気道炎
症を背景とした疾患であり、気道反応性の充進および気
道狭窄は気道炎症の結果もたらされると理解されるよう
になった7）。つまり気管支喘息の最も重要な病態は気道
の慢性炎症と、それにより引き起こされる気道過敏性
（AHR）であり、喘息のタイプや年齢に関わらず同様だ
と考えられている。気道炎症は肥満細胞、T細胞、好酸
一21一
Proc．　Hoshi　Univ．　No．46，2004
球、好塩基球、好中球などの各種炎症性細胞や、気道上
皮細胞、線維芽細胞などの気道構成細胞も関与して引き
起こされるが、中でも特に喘息患者の気道上皮に著明に
増加したT細胞、肥満細胞、好酸球がその病態形成に深
く関わっていると考えられる8）。これらのことから、気
管支喘息の重要な特徴である気道過敏性の発症機序にお
ける気道炎症の重要性が認識されてきた。
　気道炎症の発症機序は未知の部分が多いが、主として
活性化Tリンパ球から分泌されるサイトカインと、気道
に浸潤したさまざまな炎症細胞や上皮細胞、線維芽細胞、
気道構成細胞が放出する炎症性メディエーターとの複雑
なクロストークが炎症性カスケードを発現するとの見方
が一般的であることから、近年気管支喘息時の気道過敏
性および気道炎症の発症とサイトカインとの関連性が注
目され始めている。
　腫瘍壊死因子（tumor　necrosis飴ctor；TNF）は腫瘍
部位に出血性壊死を誘導する因子として見いだされた
が9）、最近では炎症を通じた生体防御機構に広く関わる
サイトカインとして理解されるようになった。TNFは
主にマクロファージなどの細胞から産生されるが、同じ
食細胞でもあり、炎症反応において大きな役割をもつ好
中球もTNFの産生細胞である。その他のマクロファー
ジ系の細胞（クッパー細胞やミクログリア）もTNFを
産生するが、最近では、リンパ球（T細胞，B細胞）、　NK
細胞、線維芽細胞、肥満細胞、アストロサイト、ケラチ
ノサイトなど体内の多くの細胞がTNFを産生しうるこ
とがわかってきた1°）。さらに、Galliのグループ11）により
好塩基球／肥満細胞からIgE受容体刺激によりTNF一α
が産生されることが示された。また、摘出したラット肺
組織片を抗DNPオボアルブミンラットモノクローナルI
gEで受動感作した後、　DNP一オボアルブミンで刺激する
と、2時間後に抗マウスTNF一α抗体で完全に中和され
る細胞障害活性が上清中に認められた。TNF一αmRNA
の発現もIgE受容体刺激2時間後に認められることが報
告されている12）。また、ヒト手術摘出肺組織片において
もTNF一αおよびTNF一αmRNAの発現が認められ、免
疫組織化学染色によりその産生細胞を検討したところ、
肥満細胞、組織および肺胞マクロファージ、さらに気管
支上皮細胞であることが認められた13）。以上より、TNF一
αがIgE受容体刺激により肺組織内に産生されることが
明らかである。一方、高親和性のIgE受容体は、好酸球
やアトピー患者の単球にも発現していることが証明され
ていることから14・15）、IgE受容体刺激によりTNF一αは肥
満細胞／好塩基球のみならず、好酸球やマクロファージ
からも産生されることが十分に考えられる。またモルモッ
トを回虫（A8cαrjs∫A．8c）抗原で感作し、　A8c抗原の吸
入により遅発型喘息反応（LAR）を誘発したモデルに
おいても肺のマクロファージ、肥満細胞、気管支上皮細
胞からTNF一α生産がされて、　LARの成立に重要な役割
を担っていることが報告されている15）。
　当教室では、これまでに能動感作したラットにDNP－
Asc抗原を反復吸入チャレンジさせることにより、」η
ujひoで再現性の良いAHR状態が発現し、摘出気管支平
滑筋レベルでも著明なAHR状態が獲得されることを報
告している17・18）。また、A且R時における気道反応性充進
には低分子量Gタンパク質の一つであるRhoAタンパク
質の増加が関与することを明らかにしている19）。さらに
このAHRラットモデルにおいて、最終チャレンジ終了
24時間後における気管支肺胞洗浄液（BALF）中のサイ
トカイン類の発現量について測定を行ったところ、
TNF一αの有意な増加が認められた。一方、　TNF一αはモ
ルモット摘出気管平滑筋に短時間（30min）処置する
ことによりmethacholineに対する収縮反応を著しく増
強することが報告されており2°）、また、マウスの気管に
TNF一αを長時間（24　hr）処置することによって
carbacholに対する気道反応性が著しく充進することも
報告されている21）。従って、気道炎症の結果産生される
サイトカイン類の中でも特にTNF一αが、気道平滑筋自
体に直接作用してその反応性を充進させ、これがA且R
発症の一因を担っている可能性が考えられる。また、
TNF一αは気道平滑筋細胞を含む種々の細胞系において
mitogen－activated　protein　kinase（MAPK），　nuclear
£actor一κB（NF一κB）など種々の細胞内情報伝達経路を
活性化することにより、細胞の増殖や分化、タンパク質
合成促進の方向に作用することが考えられている。
　そこで本研究では、気道過敏性発症機序における
TNF一αの関与を解明することを試みた。　TNF一αがラッ
ト摘出気管支平滑筋の収縮反応性に与える影響のメカニ
ズムを解明する目的で、UO126（特異的p42／44
MAPKkinase阻害薬）、　SB－203580（特異的p38
MAPK阻害薬）、　cycloheximide（CHX；タンパク質合
成阻害薬）を用いてその効果を検討するとともに、
p42／p44　MAPK（ERK1／2）の活性化およびRhoAタン
パク質の発現レベルについても検討を行った。
TNF・α誘発気管支平滑筋収縮反応性の増加
　上述したように当教室では、能動感作したラットに
DNP孔sc抗原を反復吸入チャレンジさせることにより
‘ηujuoで再現性の良いAHR状態が発現し、また摘出気
管支平滑筋レベルでも著明なAHRが獲得されることを
報告している（Fig．1）。そこで本研究では、　A且Rの発
症機序におけるTNF一αの関与を知るため、　TNF一α処置
（短時間または長時間）により摘出気管支平滑筋レベル
で実際に気道過敏性状態が獲得されるか否かについて検
討を行った。
　正常ラット摘出気管支平滑筋にTNF一α（300、1，000
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Fig．1．　Acetylcholine（ACh）concentration－response　curve　fbr
　　　contrac七ile　responses　of　the　isolated　bronchial　hngs
　　　丘om　the　non－sensitized　normal　control（Normal），
　　　sensitized　control（Sensitized　control）and　repeatedly
　　　antigen－challenged　rats　（Challenged）．　Each　point
　　　represents　the　mean　with　S．E．仕om　4　to　6　experi－
　　　ments．　The　contractile　responsiveness　to　ACh　of
　　　bronchial　smooth　muscle　f廿om　the　antigen－
　　　challenged　rats　was　significantly　augmented．
　　　＊＊p＜0．01vs．　Normal．書p＜0．05　and＃＃pく0．01　vs．　Sensi－
　　　tized　control．
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Fig．2．　Acetylcholine（ACh；A）and　high　K＋（B）concentration－
　　　response　curves　fbr　ra七bronchial　ring　fbllowing　treat．
　　　ment　with t mor necrosis　fごctor－alpha（TNF－alpha；
　　　100，300and 1000　ng／mL）or　its　vehicle貴）r　24　hr、
　　　Each　p int　represents七he　mean　with　S．E．伽m　6　ex・
　　　periments．　In　the　TNF－alpha－treated　group，　the　ACh
　　　responsiveness　of　the　main　bronchial　smooth　muscle
　　　was　significantly（p＜0．05，　by　ANOVA；300　ng／mL
　　　and　p＜0．01，　by　AVOVA；1000　ng／mL）augmented　as
　 　comp red　to　the　vehicle－treated　group．　＊p＜0．05，
　　　＊＊p＜0．01and＊＊＊p＜0．001（TNF－alpha，1000　ng／mL）
　　vs．　vehicle．＃p＜0．05　and榊p＜0．01（TNF－alpha，300
　　　ng／mL）vs．　vehicle．
ng／mL）を1時間処置したTNF一α処置群およびcontrol
群ともにacetylcholine（ACh）およびhigh　Kの濃度に
依存した収縮反応が見られた。Control群と比較して、
TNF一α300、1，000　ng／mL処置1時間群においてはACh
およびhigh　K＋による収縮反応性に有意差は認められな
かった。このことより、TNF一αは1時間という短い時
間のexposure直後では、ラット摘出気管支平滑筋の収
縮反応性に影響を及ぼさないことが明らかとなった。一
方、正常ラット摘出気管支平滑筋にTNF一α（100、300、
1，000ng／mL）を24時間処置した場合では、　contro1群
と比較して、AChに対する反応性を濃度依存的に著明
かつ有意に充進することが認められた（Fig．2）。一方、
high　K＋による収縮反応性はcontrol群と比較していずれ
のTNF一α濃度処置群においても有意差は認められなかっ
た（Fig．2）。このことより、正常ラット摘出気管支平
滑筋にTNF一αを長時間（24　hr）処置すると、　AChに対
する反応性の増大、すなわちAHRが獲得されることが
明らかとなった。従ってTNF一αは気管支平滑筋に何ら
かの変化をもたらし、AChによる収縮反応を増大した
可能性が考えられる。
　本研究ではTNF一αによるラット摘出気管支平滑筋の
収縮反応増強のメカニズムを解明する一環として、
UO　126（特異的p42／44　MAPK－kinase阻害薬）、　SB一
203580（特異的p38　MAPK阻害薬）を用いてその効
果の検討を行った。TNF一α24時間処置で見られた気管
支平滑筋のAChに対する収縮反応性の増大は、　UO126
を併用処置することによって著明に抑制されることが示
された（Fig．3）。しかし、　sB－203580はTNF一α誘発
ACh収縮増強作用に抑制効果を示さなかった。従って、
TNF一αによる気管支平滑筋収縮増強のメカニズムには
p42／44　MAPK－kinaseの活性化によるp42／p44　MAPK
の活性化を介しているものと考えられる。さらにその事
実を確認する目的で、western　blot法を用いてTNF一α
処置した気管支平滑筋組織におけるp421p44　MAPKの
活性化（リン酸化）について検討を行った。その結果、
Fig．4に示す典型例からもわかるように、主気管支およ
び肺内気管支平滑筋組織をTNF一α（300　ng／mL）で20
分間刺激することにより、非リン酸化p42／p44　MAPK
レベルにはほとんど変化は見られなかったのに対し、リ
ン酸化p42　MAPK、リン酸化p44　MAPKレベルが無処
置のcontrol群と比較して有意に増大していることがわ
かった。従ってTNゼαによる気管支平滑筋収縮増強の
メカニズムにはp38　MAPKではなくp42／p44　MAPKの
活性化が深く関与していることが考えられる。また本実
験では、SAPK（Stress－activated　protein　kinase）／JNK
（c－Jun　N－terminal　protein　kinase）の関与については、
一23一
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Fig．3．　Ef丘cts　of　SB203580，　UO126　and　cycleheximide
　　　　（CHX）on　the　augmentation　of　ACh－induced　contrac－
　　　　tile　response　evoked　by　TNF－alpha．　The　rat　bronchial
　　　　ring　preparations　preincubated　with　SB203580（30
　　　　μM），UO126（10μM），　CHX（10μM）or　its　vehicle　fbr　l
　　　　hr　were　treated　with　TNF・alpha（300　ng／mL　fbr　24
　　　　hr）．　After　the　24　hr　incubation　period，　the　bronchial
　　　　smooth　muscle　responsiveness　to　ACh　was　measured
　　　　isometrically．　Each　point　represents　the　mean　with
　　　　S．E．　fをom　4－8　experiments．　The　ef琵ct　of　TNF－alpha
　　　　was　significantly血hibited　by　pretreatment　with
　　　　UO126（p＜0．05，　by　AVOVA）and　CHX（p＜0．05，　by
　　　　AVOVA），　but　not　with　SB203580．＊p＜0．05，＊＊p＜0．01，
　　　　UO126＋TNF・alpha　vs．　vehicle＋TNF－alpha．亦p＜0．05，
　　　　＃＃p＜0．01，CHX＋TN恥alpha　vs、　vehicl＋TNF－alpha．
A
phosph①一p44　MAPK
phospho－p42　MAPK
total　p44　MAPK
⑩tal　p42　MAPK
B
?
3一
遥2一
??????????? ? ?、
?、? ?、 」? ??
0一
ControITNF一α　　TNF一α10min　　20　min
口C。nt，。1
口TNF．α，10　mi。?
p42MAPK　p44MAPK
Fig．4．　Phosphorylation　of　p42／44　MAPK　by　TNF・alpha　in
その選択的阻害薬がないために検討を行っていない。今
後これらのMAPKに対する選択的阻害薬の開発が待た
れる。
　本研究においてはp42／44　MAPK－kinase、　p42／p44
MAPKの活性化を介した一連の反応が遺伝子発現の調
節によるタンパク質合成過程に作用しているか否かを検
討する目的で、タンパク質合成阻害薬である
cycloheximide（CHX）の効果についても実験を行った。
タンパク質合成阻害薬であるCHXはglutarimide系抗生
物質に分類される化学的タンパク質合成阻害薬である。
その作用機序として60sサブユニットに含まれるペプチ
ジルトランスフェラーゼ活性を阻害し、ペプチド結合の
形成を阻害することにより、タンパク質合成を阻害する
ことが知られている22）。そこでTNF一αとCHXを併用処
置して実験を行ったところ、Fig．3で示した結果からも
わかるように、TNF一α単独処置で見られた気管支平滑
the　rat　main　and　intrapulmonary　bronchial　prepara－
tions．　The　preparations　were　s七imulated　with　TNF－
alpha（300　ng／mL）fbr　10　and　20　min．（A）The　sample
was　su切ected　to　10％SDS－PAGE　and　westem　blot－
ting　with　anti－phospho　p42／44　MAPK（upper）and
anti　p42／44　MAPK　antibodies（lower）．　Representative
blots　are　shown．　（B）　Relative　densities　of
phosphorylated　p42／44　MAPK　m　the　TNF・alpha－
treated　or　vehicle（Control）－treated　bronchial　prepa－
ration，　Values　are　means　with　S．E．仕om　4－5　diflbrellt
animals．　The　phosphoワlation　of　p42／44　MAPK　was
significantly　increased　in　the　TNF－alpha－treated
bronchial　preparation　as　compared　to　the　vehicle－
treated　one（＊p＜0．05　vs．　Control）．
筋のACh収縮反応性増大はCHXを併用処置することに
より有意に抑制された。つまり、TNF一αによる気道平
滑筋の収縮反応性充進には何らかのタンパク質合成が関
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Fig．5．　Ef把ect　of　UO126　0n　the　TNF－alpha－induced
　　　upregulation　of　RhoA　protein．　（A）　Typical
　　　immunoblots　of　RhoA（upper）and　GAPDH（lower）in
　　　the　control，　vehicle＋TNFalpha（300　ng／mL，　fbr　24
　　　hr）and　UO126（10μM）＋TNF－alpha　treated　bron－
　　　chial　preparations．（B）Relative　densities　of　RhoA　to
　　　GAPDH（RhoA／GAPDH）in　the　bronchial　prepara－
　　　tion．　Values　are　means　with　S．E．　fTom　4－6　diffbrent
　　　animals．　The　expression　of　RhoA　was　significantly
　　　augmented　in　the　TNF－alpha－treated　bronchial
　　　prepara七ion　as　compared　to　control　tissue（＃p＜0．05　vs．
　　　control）．　The　augmented　RhoA　expression　was　inhib－
　　　ited　in　the　UO　126＋TNF－alpha　treated　bronchial
　　　preparation　as　compared　to　the　vehicle＋TNF－alpha
　　　treated　one（＊p＜0．05　vs．　TNF－alpha＋vehicle）．
与し、気管支平滑筋収縮の増強作用が引き起こされてい
ることが考えられる。さらに前述の結果と合わせて考え
られる機序として、このタンパク質合成促進過程の上流
にはMEKを介したp42／p44　MAPKの活性化が必要であ
ることが示唆される。さらにこれまでの収縮実験におい
て、いずれの場合においてもACh刺激による収縮反応
性と並行してhigh　K＋刺激による収縮反応性についても
検討を行ったが、high　K刺激による収縮反応性はTNF一
α処置によりほとんど影響を受けないことが明らかとなっ
た。
　気管支平滑筋の収縮は、平滑筋細胞内Ca2＋濃度が上
昇すること、つまりCa2＋動員経路（Ca2＋signaling）が活
性化されることにより惹起されることが古くから知られ
ている。一方、このようないわば古典的な平滑筋収縮機
構（Ca2＋signaling）に加えて、近年、同じ細胞内
Ca2＋濃度においてもagonistによって異なる強さの収縮
を示すことが報告され23・24125）、agonistによる平滑筋収縮
に対するCa2＋感受性尤進（Ca2＋sensitization）現象が知
られるようになってきた。これら一連の収縮にいたるま
での機構を考えた場合、気管支喘息時にそのいずれかの
部分に収縮増強をもたらすような変化が引き起こされ、
気道平滑筋の収縮性の増大、すなわち気道過敏性が惹起
されることも考えられる。その一端を担っている重要な
蝕ctorの一つがTNF一αであることが本実験結果より明
らかとなった。当教室ではこれまでに、AHRラットの
気管支平滑筋において、RhoAを介したagonist誘発Ca2＋
sensitizationの充進について報告している19）。また、気
管支平滑筋組織中のRhoAタンパク質レベルをwestern
blot法を用いて定量したところ、　AHRラットにおいて、
チャレンジ終了24時間後にRhoAタンパク質レベルが正
常ラットに比べ著しく増大していることも見いだしてい
る。この結果は摘出気管支平滑筋レベルでの収縮反応性
が、チャレンジ終了24時間後に著明に増大するという
結果とも相関している。本研究においても、正常ラット
摘出気管支平滑筋組織標本にTNF一αを24時間処置した
場合、high　K誘発収縮反応に変化はなく、ACh誘発収
縮反応が著明に増強された。つまりTNF一αがCa2＋
sensitization機構に何らかの影響を与えることで平滑筋
の反応性を克進していることが推定された。その機序に
はMAPKを介する何らかのタンパク質合成が関与して
いることが示唆された。現在までのところ、この目的タ
ンパク質の同定までには至ってないが、Fig．5に示され
るように気管支平滑筋にTNF一α（300　ng／mL，　fbr　24
hr）処置することで、　RhoAタンパク質が増加すること
が示された。さらに、このRhoAタンパク質の増加は
p42／44　MAPK－kinase　inhibitorであるUO　126により阻
害された。したがって、これまでの結果を考察し、
TNF一αによる気道収縮反応尤進と抗原チャレンジで惹
起される気道過敏性の連関、これらの過程における
RhoAを始めとするCa2＋sensitization充進に関わるタン
パク質の動向をtargetとし、今後さらなる検討を加えて
いく予定である。
一25一
Proc．　Hoshi　Univ．　No．46，2004
TNF・α誘発気管支平滑筋収縮反応性の増加に対する
プロテオミクス解析
　現在、TNF一αを処置した気管支組織、さらに、　DNP－
A8c抗原を感作、かつ反復吸入チャレンジを施したAHR
ラットおよび抗原のかわりにsalineを反復吸入させたラッ
トからそれぞれ得られた気管支組織サンプルについて二
次元電気泳動を行い、得られたゲル染色パターンを比較
している。またTNF一α処置およびAHRラットより得ら
れたサンプルだけに発現するタンパク質を二次元電気泳
動後のゲルより採取し、タンパク質同定および機能解析
を行っている。ゲルを比較した結果、等電点5付近かつ
分子量35kDa付近にAHRラット気管支組織およびTNF一
α処置気管支組織特異的に発現するタンパク質を発見し
た。現在、このタンパク質の同定を行うともに、このタ
ンパク質がTNF一α誘発気管支収縮反応の増強に関与す
るか、さらには気道過敏性に関与するかを解析中である。
まとめ
　一般に知られている気道平滑筋収縮経路として、神経
伝達物質およびchemical　mediatorsの代表としてACh
を用いて説明すると、AChが気道平滑筋細胞膜上のム
スカリン受容体（M－receptor）に結合すると、　Gタンパ
ク質の活性化を介して、phospholipase　Cを活性化し、
イノシトール三リン酸（IP、）を産生する。これにより、
Ca2＋signaling（Ca2＋動員系）が活性化され平滑筋収縮が
惹起される。一方、RhoA活性化などを介するCa2＋sen－
sitivity（Ca2＋感受性充進機構）活性化の経路も知られて
いる。High　K＋による平滑筋収縮反応は、電位依存性
Ca2＋channelを直接刺激することによりCa2＋signaling
を活性化し引き起こされる。しかし、これまでの実験結
果から、TNF一α処置によるhigh　K＋に対する収縮反応
性変化は見られなかった。従って、TN早αによる気道
平滑筋収縮反応増強作用はCa2＋signalingではなく、
Ca2＋sensitivityを活性化するものと考えられる。そこ
で本実験結果から考えられる機序として、TNF一αが気
道平滑筋細胞膜上のTNF－receptorに結合すると、
MAPK－kinase，　p42／p44　MAPKの活性化を介し、タン
パク質合成が促進される。その結果産生されたRhoAを
含む何らかのタンパク質がM－receptor刺激を介したCa2＋
sensitivityを高める方向に働くと考えられる。さらに、
今回、二次元電気泳動より同定されたタンパク質がこの
機序にどのように関与するか、今後の研究課題である。
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ACh－induced　bronchial　smooth　muscle　contraction　induced　by　TNF－alpha　in　rats
且iroyasu　SAKAI
Department　of　Pharmacology，　Hoshi　University　School　of　Pharmacy　and　Pharmaceutical　Sciences
　　　Bronchial　asthma　is　characterized　by　chronic　inflammation　of　airway　tissues　and　nonspecific　airway　hyperresponsiveness
（AHR），　bu七the　underlying　mechanisms　of　AHR　have　yet　to　be　elucida七ed．　Recently，　tumor　necrosis　factor－alpha（TNF－alpha）
has　been　identified　as　a　proinflammatory　cytokine　that　might　be　important　in　the　hyperresponsiveness　of　airway　tissue．　Treat－
ment　of　rat　bronchial　smooth　muscles　with　TNF－alpha（3000r　1000　ng／mUbr　24　hr）signi丘cantly　shifted　upward　the　concen－
tration－response　curve　to　ACh，　but　not　to　high　K，　as　compared　to　those　of　control　tissues．　That　eflbct　of　TNF－alpha　was　com－
pletely　blocked　by　pretreatment　with　UO　126（p42／44　mitogen　activated　protein　kinase－kinase，　MAPK－kinase，　inhibitor）or
cycloheximide（protein　synthesis　inhibitor），　bu七not　with　SB203580（p38　MAPK　inhibitor）．　In　immunoblotting，　p42／44　MAPK
was　phosphorylated　and　RhoA　protein　was　increased　in　bronchial　tissue　by　TNF－alpha．　In　conclusion，　TNF－alpha　might　be　one
of　the　important　mediators　that　are　involved　in　the　pathogenesis　of　augmented　bronchial　smooth　muscle　contractility　at　AHR．
The　augmentation　of　ACh－induced　contractile　response　evoked　by　TNF－alpha　was　mediated　by　protein　synthesis　such　as　RhoA
through　activation　of　p42！44　but　not　of　p38　MAPK　in　rat　bronchial　smooth　muscle．
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